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論文内容要旨
 脊椎動物の中脳/後脳境界部(峡部)は,中脳・小脳分化のオーガナイザーとして働き,その
 本体は分泌性タンパク質Fgf8である。Fgf8はチロシンキナーゼ型受容体を介して伝達される
 が,小脳分化にはFgf8によるRas-ERK経路の活性化が必要であることが示されている。
 細胞内シグナル因子Sprouty2はFgf-Ras-ERKシグナル経路の抑制分子であるが,F冨8と
 重複して発現し,Ras-ERKシグナル経路の活性化によって誘導されることが報告されている。
 そこで,〃マ01・oエレクトロポレーション法を用いた遺伝子強制発現実験により,峡部Fgf8シグ
 ナルの調節が峡部形成にどのように働いているのかを調べた。
 まず,峡部Fgf8シグナルの調節にSprouty2が働いていることを確かめた。卿ぶをi〃。ソ。
 エレクトロポレーション法を用いて強制発現すると,5グoz妙2はわずか3時間で誘導された。ま
 た,峡部に5グoz'4y2を導入すると,ERKのリン酸化は抑制され,5Pro〃り・2一」DA「(ドミナントネ
 ガティブ型Sprouty2)を強制発現するとERKのリン酸化は増強された。
 次に,5グ。殉'2を強制発現し,峡部Fgf8シグナルを抑制してその影響を調べた。孵卵12日
 の正常胚では,視蓋と小脳は形態的に区別できる。助1η〃り・2を導入すると本来の小脳領域に視蓋
 様の膨らみが形成された。組織学的にはその膨らみには外顆粒層が見られず,視蓋特有の層構造
 が見られた。このことから,助roz砂2の強制発現により,後脳胞の発生運命が視蓋へ変わったこ
 とが考えられた。
 さらに,5Proめ・2の強制発現が峡部マーカー遺伝子に及ぼす影響を調べると,5》,・oz'り・2導入24
 時間後,後脳領域で,0α2の誘導と616x2の抑制が見られた。また,慰8の発現は峡部で抑制
 され,後脳領域まで移動した。抗ニューロフィラメント抗体による免疫染色により滑車神経の走
 行を調べると,遺伝子強制発現側では峡部の他に,後脳領域で異所的な滑車神経の走行がみられ
 たことから,異所的に峡部が作られたことが分かった。
 一方,5グ03の・2-ONを強制発現し峡部Fgf8シグナル活性を強めると,中脳後側境界が前方に
 移動した。このことは,肺ご一ノの中脳後側境界での発現が前側に移動していることにより確認さ
 れた。また,5グ。殉・2-0/V強制発現後の峡部マーカー遺伝子の変化を調べると,中脳領域で0∫x2
 の発現が抑制され,Gわx2と慰8の発現が誘導された。
 以上の結果から,小脳の分化には,Ras-ERK経路の強い活性化が必要であり,中脳/後脳境
 界の位置決定には,峡部Ras-ERKシグナル経路活性の厳密な調節が関わっていることが示され
 た。
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 審査結果の要旨
 脊椎動物の中脳/後脳境界部(峡部)は,中脳・小脳分化のオーガナイザーとして働き,その
 本体は分泌性タンパク質Fgf8である。Fgf8はチロシンキナーゼ型受容体を介して伝達される
 が,小脳分化にはFgf8によるRas-ERK経路の活性化が必要であることが示されている。細胞
 内シグナル因子SproutyはFgf-Ras-ERKシグナル経路の抑制分子であるが,Fgf8と重複して
 発現し,Ras岨RKシグナル経路の活性化によって誘導されることが報告されている。そこで,
 inovoエレクトロポレーション法を用いた遺伝子強制発現実験により,峡部Fgf8シグナルの
 調節が峡部形成にどのように働いているのかを調べた。
 申請者は,まず峡部Fgf8シグナルの調節にSprouty2が働いていることを確かめた。Fgf8
 をinovoエレクトロポレーション法を用いて強制発現すると,Sprouty2はわずか3時間で誘
 導された。また,峡部にSprouty2を導入すると,ERKのリン酸化は抑制され,Sprouty2-DN
 を強制発現するとERKのリン酸化は増強された。
 次に,Sprouty2を強制発現し,峡部Fgf8シグナルを抑制してその影響を調べた。孵卵12日
 の正常胚では,視蓋と小脳は形態的に区別できる。Sprouty2を導入すると本来の小脳領域に視
 蓋様の膨らみが形成された。組織学的にはその膨らみには外顆粒層が見られず,視蓋特有の層構
 造が見られた。このことから,Sprouty2の強制発現により,後脳胞の発生運命が視蓋へ変わっ
 たことが考えられた。
 さらに,Sprouty2の強制発現が峡部マーカー遺伝子に及ぼす影響を調べると,Sprouty2導
 入24時間後,後脳領域で,Otx2の誘導とGbx2の抑制が見られた。また,Fgf8の発現は峡部
 で抑制され,後脳領域まで移動した。抗ニューロフィラメント抗体による免疫染色により滑車神
 経の走行を調べると,遺伝子強制発現側では峡部の他に,後脳領域で異所的な滑車神経の走行が
 みられたことから,異所的に峡部が作られたことが分かった。
 一方,Sprouty2-DNを強制発現し峡部Fgf8シグナル活1生を強めると,中脳後側境界が前方
 に移動した。このことは,Wnt-!の中脳後側境界での発現が前側に移動していることにより確
 認された。また,Sprouty2-DN強制発現後の峡部マーカー遺伝子の変化を調べると,中脳領域
 でOtx2の発現が抑制され,Gbx2とFgf8の発現が誘導された。
 以上の結果から,申請者は,小脳の分化には,Ras-ERK経路の強い活性化が必要であり,中
 脳/後脳境界の位置決定には,峡部Ras-ERKシグナル経路活性の厳密な調節が関わっていると
 いう結論を得た。これは脳の形態形成において,オーガナイザーシグナル,そのシグナルトラン
 スダクションさらにその調節機構に関する優れた仕事であり,博士の学位に値するものと判断さ
 れる。
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